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研究成果の概要（和文）： 
    塩化鉄処理 in vivo 血栓モデルにおいて nicorandil の抗血栓作用が観察されたが、血小

板などの血球成分への nicorandil の抗凝固作用はなかった。このため本研究では、血管内

皮細胞の保護による抗血栓作用について nicorandil を用いて検討した。 

   対照群、nicorandil 群、nicorandil + 5-HD 群、nicorandil + L-NAME (NOS 阻害剤)群を対

象として、マウス動脈での塩化鉄処理による血栓形成時間を比較した。また、培養血管内

皮細胞を用い eNOS および NOX生成への nicorandil の影響を測定した。in vivo 血栓モデル

での活性酸素種(ROS)産生は、dihydrorhodamine123 で測定した。 塩化鉄処理により動脈

内に処理後 12±3 分で大血栓が形成された。nicorandil 群では、大血栓形成までの時間が

55±11 分と延長した。Nicorandil + 5-HD 群では、19±5 分と nicorandil の作用は抑制された

が、nicorandil + L-NAME 群では、28±8 分と有意な抑制はなかった。培養血管内皮細胞に

おいて nicorandil 添加による eNOS の mRNA やリン酸化状態および NOx 産生に変化はな

かった。in vivo 血栓モデルにおいて塩化鉄処理による ROS の産生は、nicorandil 群で有意

に抑制された。Nicorandil の抗血栓作用は、抗血小板作用や硝酸薬作用ではなく内皮細胞

の機能障害を改善するためと考えられた。本作用の機序としては、ミトコンドリア ATP 
sensitive K+ channel開口作用を介してミトコンドリアからのROS漏出を抑制する可能性が

示唆された。Nicorandil は、ミトコンドリアの ROS 産生抑制を介する内皮細胞保護作用に

伴う抗血栓作用の可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Although nicorandil has a number of beneficial cardiovascular actions, its effects on endothelial cells 

in the context of thrombosis have not been elucidated. Therefore, we have examined that antithrombotic 
action by protection of vascular endothelial cells using nicorandil 

   Arterial thrombosis was induced by endothelial injury caused by FeCl3 in the mouse testicular artery. 

Thrombus growth led to complete occlusion 12 min after endothelial injury in control mice. The antiplatelet 

agent, nicorandil significantly slowed the growth of thrombi, resulting in arterial occlusion after 55 min. In 

the absence of endothelial cells, nicorandil did not inhibit platelet aggregation. The beneficial effect of 

nicorandil was prevented by 5-hydroxydecanoate, but not by L-NAME. The production of reactive oxygen 

species by FeCl3 treatment was measured with the specific fluorescent probe, dihydrorhodamine 123. After 



FeCl3 treatment, nicorandil significantly inhibited the increase in fluorescence. In further experiments, 

incubation of human umbilical vein endothelial cells with nicorandil did not change the endothelial nitric 

oxide synthase (eNOS) mRNA levels, eNOS phosphorylation or nitrite production. 

    Nicorandil attenuates FeCl3-induced thrombus formation in the mouse testicular artery, which suggests 

that it may inhibit the generation of reactive oxygen species by FeCl3-treated endothelial cells through 

activation of the mitochondrial ATP-sensitive potassium channels. 
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１．研究開始当初の背景 

日本人の死因の第二位、第三位を占める
心疾患と脳血管疾患の大半は、心臓、脳を
灌流する冠状動脈、脳動脈の血栓性閉塞に
より惹起される心筋梗塞、脳梗塞である。
心筋梗塞、脳梗塞などは、アテローム血栓
症という単一の疾患概念に統一される。ア
テローム血栓症の発症には、血液の流動性
を保ち，血栓が生じないように機能してい
る血管内皮が傷害されること，あるいはも
っと進行した形として内皮の剥離を生じる
ことが必須であると考えられている。しか
し、血栓形成の初期のメカニズムに関して、
in vitro モデルでは従来から十分に研究さ
れていたが、in vivo では十分に検討され
ていない。 
 
２．研究の目的 
 アテローム血栓症の発症メカニズムの解
明および効率的な予防法の検討のため、マ
ウスの精巣動脈を塩化鉄処理することで血
小板血栓が形成される in vivo モデルを用
いて、血管内皮細胞の保護による抗血栓作
用について検討する。 
 
３．研究の方法 
 リアルタイム３次元共焦点顕微鏡をもち
いることでマウスの精巣動脈内での血小板
血栓の形成をリアルタイムで観察できる
in vivo モデルを確立した。本研究では、
この in vivo モデルを用いて、血小板血栓
形成時の血小板付着と血管内皮細胞の関係

を研究して、血管内皮細胞の保護による抗
血栓作用について検討する。 
４．研究成果 

 In vivoで血栓を作成する塩化鉄処理後の

血小板の付着は、最初に血管内皮細胞の全

体に均等に付着するのではなく、細胞の周

りの部位に付着した。血管内皮細胞の周り

の部位に付着した血小板に他の血小板が付

着して血栓が大きくなることが観察された

(下図参照)。また、血管を塞ぐ大血栓がで

きても内皮細胞が存在するがカラー３次元

観察により確認できた。

 
大血栓形成時間 
 塩化鉄処理により動脈内に処理後12±3



分で大血栓が形成された。nicorandil群では

、大血栓形成までの時間が一週間連続投与

で55±11分、単回投与で31 ± 8分と延長し

た（下図参照）。 

 塩化鉄処理により活性酸素種が産生され

ることを蛍光指示薬dihydrorhodamine12
3の蛍光強度の増加で確認した。この活性

酸素種の産生を抑制すると、血栓形成も抑

制された（下図参照）。 

 

 

血管内皮細胞の影響 
 全血を用いた血流下でのコラーゲンシー

トへの血小板の付着でも、nicorandil投与

による血小板付着占有率への影響はなかっ

た（下図参照）。これより、nicorandilが内

皮細胞に作用して血栓形成を抑制すること

がわかった。 
まとめ  

 

 

これらより、内皮細胞の状態が血栓形成に

関係することがわかった（下図参照）。 

 
 
活性酸素種の産生  
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